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Abstract 
 We previously reported the in vitro and in vivo antimalarial potencies of 1,2,6,7–tetraoxaspiro 
[7.11]nonadecane (N-89) and 6-(1,2,6,7-tetra-oxaspiro[7.11]nonadec-4-yl)-hexan-1-ol (N-251) bearing 
endoperoxide structure such as a current first-line antimalarial agent, artemisinin, and also, was 
identified the EF-hand endoplasmic reticulum-resident Ca
2+
 binding protein, PfERC from Plasmodium 
falciparum as a cellular target protein of N-89 and N-251. In this paper, we described the expression of 
the PfERC from Plasmodium falciparum which was secreted as a maltose-binding protein fusion into 
the Escherichia coli periplasm using an autoinduction recombinant protein expression system. The 
PfERC was prepared from the fusion protein by restriction protease Factor Xa digestion and purified 
to homogeneity in milligram quantities using a series of steps involving cation exchange and gel 
filtration chromatographies. The purified PfERC specifically bound Ca
2+
, with an apparent 
dissociation constant (Kd) of 50 x 10
-6
 M, and also, specifically bound N-89 was comfirmed by 
surface plasmon resonance system. It has been expected that the PfERC expression and purification 
protocol developed in this study allows for X-ray crystallography, biochemical and biophysical studies, 
and will aid in the elucidation of the molecular mechanisms. 
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vivo においても数 mg/kg で優れた抗マラリア
活性を示す 1,2,6,7-tetraoxaspiro[7.11]-nonadecane 
(N-89, Fig.1)








標的タンパク質である PfERC （ Plasmodium 















































27（コドンGGG）から始まる 5’- sense primer 
(5’-GTCCCGGGGATAACATGAAATACAATGA-3’) 
および Ile340, Asp341, Glu342, Leu343, 終止コドン
TAA, そして制限酵素，XhoI 認識配列を含む3’- 












ンを認識できる tRNA を導入した大腸菌， 
BL-21-CodonPlus
TM











 galλ(DE3) endA Hte 












 回収したペリプラズム画分を終濃度が 20 mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 0.15 M NaClとなるように調製し，
EDTA-free protease inhibitors cocktail (Roche 
Applied Science) および0.15 M NaCl、1 mM CaCl2
を含む 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 緩衝液で平衡化
した  Amyrose Resin High Flow (New England 
Biolabs)カラムに添加してアフィニティークロマ
トグラフィーを行った．得られた融合タンパク質
を16 ℃で48時間，制限プロテアーゼ，Factor Xa 
により消化してMBPタグを除去したのち，1 mM 
CaCl2を含む20 mM Tris-HCl, pH 8.0緩衝液で平衡
化したUNOTM Q6 陰イオン交換カラム (12 mm 
ID x 53 mm L; BIO-RAD) に添加して0−0.3 M 
NaClの濃度勾配で溶出させた．さらに，0.15 M 
NaCl および 1 mM CaCl2を含む20 mM Tris-HCl, 
pH 8.0 緩衝液で平衡化したSuperdexTM 200 10/30 



















検出する装置，Biacore T-100（GE Healthcare Life 
sciences）を用いて、ΔPfERCとN-89およびCa2+と
の相互作用を調べた。濃度20 μg/mLの精製ΔPfERC 




400 μMとなるように 20 mM PIPES, pH6.0, 150 
mM NaClに溶解し，また，N-89結合能の測定につ
いては，N-89を終濃度6.25，12.5，25，50，100μM
となるように20 mM PIPES, pH 6.0, 150 mM NaCl, 
5 % DMSO, 0.1 % Tween20に溶解したのちに，どち



























































































































































































































Fig.6 Biacore T-100を用いたカルシウム結合活性の測定 
 
 





















で き る tRNA を 導 入 し た 大 腸 菌 ， E.coli 
BL-21-CodonPlus
TM
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